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飞 蝗 热 休克 蛋白 70cDNA 片段 的 克隆 和 序列 分 析 
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(中 国 科 学 院 动 物 研究 所 ， 农 业 虫 害 鼠 害 综合 治理 研究 国家 重点 实验 室 ， 北 京 100080) 


摘要 : 采用 RT-PCR 方法 对 海南 、 河 北 和 辽宁 3AE (Locusta migratoria L.) 种 群 的 热 休 克 和 蛋白 70 
(HSP70) 基因 cDNA 片段 进行 克隆 。 在 事先 优化 的 条 件 下 ， 通 过 简 并 性 上 游 引 物 和 下 游 引 物 扩 增 出 了 河北 种 群 
KAS HSP70 基因 的 604 bp cDNA 片段 (GenBank 登录 号 为 AY299637)， 推导 的 氨基 酸 序列 包含 201 TAEMA 
基 。 分 析 表 明 ， 由 飞 星 该 片段 推导 的 氨基 酸 序列 与 其 他 昆虫 的 同 源 性 较 高 ;3 个 种 群 该 片段 的 核 苷 酸 序列 相似 


性 更 高 达 98.7$% 。 由 此 推测 ， 飞 星 种 群 间 抗 寒 性 的 差异 可 能 不 是 HSP70 的 序列 变异 引起 的 ， 而 与 HSP70 的 诱 
导 表 达 有 关 。 


关键 词 : CE. 抗 寒 性 ; 热 休克 和 蛋白 70 基因 ; 序列 
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Clone and Sequence Analysis of cDNA Fragment of 
Heat Shock Protein 70 Gene in the Migratory 
Locust, Locusta migratoria 


WANG Xian-hui!, CHEN Bing, KANG Le? 
(State Key Laboratory of Integrated Management of Pest Insects and Rodents , 
Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080, China) 

Abstract: Using a RT-PCR method, the partial cDNA sequences of heat shock protein 70 genes from three popula- 
tions (Hainan, Hebei and Liaoning of China) of migratory locusts, Locusta migratoria L. were cloned and then ana- 
lyzed. Under predetermined optimal reaction conditions, one fragment of 604 bp was amplified from eggs of Hebei locust 
population with a pair of degenerate primers (GenBank accession No. AY299637) , and deduced amino acid sequence con- 
tains 201 residues. Analyzed results show that there is high homology of amino acid sequence between the migratory locust 
and other insects, and nucleotide sequence identity among three locust populations is 98.75% in this fragment. There- 


fore, it is suggested that difference of cold hardiness between different locust populations might be connected with the in- 
duced expression of heat shock protein 70, but not the cDNA sequence divergence. 
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"KA (Locusta migratoria L.) 是 一 种 严重 威胁 ”应 和 进化 中 起 着 重要 作用 (Lee & Denlinger, 1991; 
农业 生产 的 害虫 ， 在 我 国 分 布 广泛 。 其 南北 地 理 种 Krebs & Brain, 1999; Brian et al, 1999), Goto & 


群 海南、 辽宁 ) 的 抗 寒 性 明显 不 同 ， 表 明 两 个 种 。 Kimura (1998) 比较 过 3 个 果 蝇 近 缘 种 热 休 克 和 蛋白 
群 在 温度 适应 上 发 生 了 变异 (Jing & Kang, 2003). ”基因 的 表达 情况 ， 发 现在 冷 激 条 件 下 ， 亚 热带 低 海 

昆虫 在 冷 激 和 热 激 下 往往 会 产生 热 休克 蛋白 Pr (Drosophila watanabe) 诱导 热 休克 和 蛋白 表达 
(heat shock proteins ，HSP)， 它 们 在 昆虫 的 环境 适 的 阅 温 度 要 比 温带 种 (D .triauraria ) 和 亚热带 高 
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海拔 种 (D .trapezifrons) 高 ， 而 亚热带 低 海拔 种 的 
耐寒 性 却 最 低 ， 说 明 在 果 蝇 中 热 休 克 蛋 白 基 因 表 达 
和 耐寒 性 呈 负 相关 。Sorensen et al (2001) 研究 果 
H (D.huzzat). 不 同 自然 种 群 间 HSP70 基因 表达 
后 ， 发 现在 冷 激 下 寒 温带 种 群 诱导 热 体 克 和 蛋白 基因 
表达 的 阅 温 度 要 明显 低 于 热带 种 群 ， 从 而 得 出 与 
Goto 类 似 的 结论 。 

热 休克 蛋白 作为 生物 体 对 抗 不 良 环境 的 一 种 重 
要 物质 (Zhang & Chai，1999) ， 是 否 同 其 他 昆虫 一 
样 ， 在 飞 蝗 南北 地 理 种群 的 温度 适应 性 变异 和 进化 
中 也 起 到 重要 作用 ?尽管 Li et al (2000) 利用 免疫 
杂交 技术 研究 过 飞 蝗 不 同 地 理 种 群 (和 硕 、 哈 蜜 、 
北大 港 ) 在 冷 激 下 HSP70 蛋白 的 表达 ， 其 结果 也 
表明 飞 蝗 中 热 休克 蛋白 表达 与 耐寒 性 之 间 的 负 相 关 
性 ， 但 其 研究 没有 涉及 转录 过 程 ， 还 不 能 全 面 说 明 
热 休克 和 蛋白 在 飞 蝗 温度 适应 性 变异 和 进化 中 的 作 
用 。 在 本 研究 中 ， 我 们 利用 反 转 录 多 聚 酶 链 式 反应 
(reverse transcriptase chain reaction, RT-PCR) 的 方 
ik, XP KAR HSP70 基因 cDNA 片段 进行 了 克隆 和 序 
列 分 析 ; 同时 ， 还 比较 了 这 一 片段 在 海南 、 河 北 、 
辽宁 3 个 种 群 间 的 变异 情况 ， 以 了 解 HSP70 序列 
结构 与 抗 寒 性 间 的 关系 。 


1 材料 与 方法 


1.1 昆虫 饲养 和 材料 处 理 

2002 年 4 月 上 旬 ， 在 河北 省 黄骅 市 (38°25'N; 
117?20'E) 野外 采集 飞 蝗 卵 ， 然 后 置 室内 气候 箱 内 
组 化 。 箱 内 温度 保持 在 (30 + 0.5) 所 ， 相 对 湿度 
在 60%; HIRERE 10% ~ 12% 的 细 沙 中 。 蝗 
EA, AAE (50cm x 70 cm x 80 cm) 中 
饲养 。 饲 养 笼 为 两 层 ， 其 中 间 夹 板 的 孔 中 放置 盛 有 
湿 沙 的 塑料 花 丢 (直径 为 12cm) 供 成 虫 产 卵 。 饲 
料 为 飞 蝗 喜 食 的 小 麦苗 〈 高 10 em), ERAZ 
žk. mI ÆRE RA (30+2) % ， 相 对 湿度 为 
60% ， 光 周期 为 L:D = 14:10， 白炽 灯 泡 提 供 光 源 。 
连续 饲养 4 代 ， 取 第 4 代 成 虫 产 的 卵 用 于 本 实验 。 
将 每 天 收集 的 蝗 卵 放 在 上 述 希 化 条 件 下 ，7 d 后 取 
H, 温水 漂洗 干净 ， 晾 干 ， 装 在 冻 存 管 (5 mL) 
中 ，0 CC 下 处 理 3d。 处 理 毕 即 放 信 液 氨 中 保存 ， 以 
备 提取 mRAN 之 用 。2003 年 7 月 ， 又 在 海南 省 三 
亚 市 (18%23'N; 109°30'E)、 辽 宁 省 朝 芦 岛 市 (41° 
10'N; 122*06'E) 采集 到 蝗 卵 ， 材 料 处理 如 上 。 
1.2 主要 试剂 





RNAgents Total RNA Isolation WAA, Taq DNA 
Ka, pGEM-T Easy vector 均 为 Promeg 公司 产 
品 ; SUPERSCRIPT™ JI Rnase H 反 转录 酶 为 Invitro- 
gen 公司 产品 ;Silver Beads DNA 胶 回 收 试剂 盒 为 上 
HELARAN m; PCR 引物 由 上 海 博 亚 公司 合成 。 
1.3 实验 方法 
1.3.1 总 RNA 的 提取 将 20 粒 低温 处 理 后 的 飞 
蝗 卵 置 于 S mL 的 玻璃 研磨 器 肉 ， 加 入 300 pL 变性 
液 ， 其 他 操作 步骤 参照 RNAgents Total RNA Isola- 
tion 试剂 盒 提供 的 标准 程序 ， 用 试剂 盒 提 取 蝗 卵 总 
RNA。 

1.3.2 单 链 cDNA 的 合成 取 1~Spg 总 RNA， 加 
A 0.5 mg/mL Oligo (dT)i2_18 1 pL, Rnase-free 
ddH20 至 12 uL, 70 CHH 10 min, "ET vK EGRE 
冷却 。 离 心 后 加 入 下 列 试 剂 : 5 x First Strand Buffer 
4 pL, 0.1 mol/L DTT 2 uL, DNTPs (10 mmol/L 
each) 1 uL, 1E 5], 42 CRH 2 min。 加 入 1 uL 
(200 u) SUPERSCRIPT?M ĮI Rnase Hz f£ 3€ Mj, W 
^], 42 CHH 50 min, 70 % 15 min, 终止 反应 。 
1.3.3 引物 序列 ”根据 已 发 表 的 和 登录 在 Gen- 
Bank 中 的 热 体 克 蛋 白 基 因 的 保守 性 区 域 ， 分 别 设 
计 简 并 性 上 游 引 物 [5'GATC (T) TGGGC (A) 
ACC (GC) TACTCC 3'] 和 下 游 引 物 [5'TGGAG 
(AC) ACA (G) TCG (A) AAG (A) GTG (A) 
CC3'], 以 及 用 于 种 群 序列 分 析 的 上 游 引 物 Cs' 
GATCTGGGAACCACGTACTCC3') 和 下 游 引 物 (3 
CCGTGGAAACTGCAGAGGTS') 。 

1.3.4 PCR 扩 增 HSP70 基因 cDNA 片段 50 uL j£ 
应 体系 中 含有 : 5.0 uL Taq DNA XX £r BE vp, 
2.0pL dNTP (10 mmol/L), 2.5 uL 的 上 游 引 物 和 下 
游 引 物 (20 pmol/L), 3.0 uL MgCl; (25 mmol/L), 
0.5 pL Taq DNA 聚合 酶 ， 第 一 链 cDNA 产物 3.0 
xL。 反 应 条 件 为 94 乞 预 变性 1 min; 94 CÆ HE 40 
s, 54 CIRK 40 s, 72 延伸 40s， 循 环 30 次 ; 72 
"C 延伸 3 min, 

1.3.5 测序 和 序列 分 析 PCR 产物 经 凝 胶 电 泳 回 
收 和 纯化 后 ， 连 接 于 载体 上 测序 。 用 DNAman 和 
BLAST 软件 做 序列 分 析 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 Ki HSP70 基因 cDNA 片段 核 芽 酸 序 列 及 推 
导 的 氨基 酸 序 列 


采用 RT-PCR 方 法 , 扩 增 出 与 预期 604 bp 相符 
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的 cDNA 片段 (图 1)。 将 PCR 产物 连接 到 pGEM-T 
Easy 载体 上 ， 选 取 3 个 阳性 克隆 ， 用 通用 引物 测 
序 。 测 定 的 核 昔 酸 序列 及 推导 出 的 氨基 酸 序列 见 图 
2。 包括 引物 在 内 ， 所 得 cDNA 片段 总 长 度 为 604 
bp (GenBank 的 登录 号 为 AY299637)， 推 导出 201 
TARRE, 5S8 HEERKE (Bombyx mori) 
热 休 克 和 蛋白 的 部 分 序列 基本 相同 (Kimura et al, 
1999)。 
2.2 同 源 性 比较 

H Xi HSP70 基因 cDNA 片段 推导 的 201 ^A 
基 酸 残 基 , 与 已 知 的 其 他 昆虫 HSP70 氨基 酸 序列 进 
行 相似 性 分 析 ( 图 3): 得 到 前 者 与 鳞 翅 目 昆 虫 家 乔 
(B .mori)、 烟 草 夜 蛾 (Manduca sexta ) 和 粉 纹 夜 蛾 
( Trichoplusia ni ) 的 同 源 性 分 别 为 88.0% 、87.5% 和 
87.1% ,与 膜 翅 目 寄生 蜂 ( Cotesia rubecula ) 的 为 
86.5% ,与 双 翅 目 瘦 蚊 (4rtemia franciscana )、2 Phá 





图 1 飞 蝗 热 休克 蛋白 70 基因 cDNA 片段 的 PCR 扩 增 
Fig.1 PCR amplification of cDNA fragment of 


i Á i BY ( Chironomus yoshimatsui ~ C . tentans )、 黑 腹 果 蝇 
HSP70 gene in Locusta migratoria 2s e f 
泳 道 1: 标准 分 子 量 ; Hilo. PCR 扩 增 产物 ; 泳 道 3: 阴性 对 (D . melanogaster ) 地 中 海 实 蝇 (Ceratitis capitata )、 
m. Eg Tix ( Anopheles albimanus ) 和 非洲 按 蚊 (4 . ga- 
Mee er ee kor Lane os Peeve PT ep mbiae) 的 分 别 为 87.5% 、87.0%、86.5%、86.5%、 
1 GATTTGGGCACCACGTACTCGTGTGTTGGAGTATTCCAGCACGGGAAAGTAGAAATCATC 
1 DLGTTYSCVG VF.QHGKk VE II 
61 GCCAATGATCAAGGAAATCGTACAACACCCAGTTATGTCGCATTTACAGATACAGAGCGA 
21 A N DQG N RT TP S YV AF TDT ER 
121 CTTATTGGCGATGCTGCCAAAAATCAGGTGGCCATGAACCCAAGTAACACTATTTTTGAT 
41 L I GDA AK NQV AM N PS N TIFD 
181 GCAAAGCGTCTTATTGGGCGCCGTTTCGACGACCAGGCTGTACAAAGTGATATGAAGCAT 
61 AK RL IG RRF DDQA VQ S DMKHH 
241 TGGCCTTTCAAAGTTATAAATGATAGTGGCAAACCAAAGATTCAGGTTCAGTACAAAGGA 
81 W PF K VI N DS GK PK IQ VQYkG 
301 GAAACAAAAACCTTCTTCCCTGAGGAGGTTAGCTCAATGGTTCTAACAAAAATGAAAGAA 
101 E TK TFF PE EV SSMVLTKMKE 
361 ACGGCAGAGGCATACCTTGGAAAGAATGTCAGTAATGCCGTGATCACAGTTCCTGCCTAC 
121 T AE A Y L GK N V S N AV I T V PA Y 
421 TTCAATGATTCGCAAAGACAAGCCACCAAAGACGCCGGAGCCATTGCTGGTCTCAATGTG 
141 FND SQ RQA TK DA GA I AG L N V 
481 CTGCGTATTATTAATGAACCTACAGCAGCTGCAATTGCCTATGGTCTCGATAAGAAGGTA 
161 L R II NEPTA AA LA YY GL DD Kk Ky 
541 AGTGGTCATGGTGAAAGAAATGTCCTTATTTTTGATTTGGGTGGTGGTACTTTCGACGTC 
181 S GH GE R N VL I F DL GG G TFD V 
601 TCCA 
201 S 


图 2 飞 星 热 休克 蛋白 70 基因 cDNA 片段 的 核 苷 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig.2 Partial cDNA sequence and deduced amino acid sequence of 
HSP70 in Locusta migratoria 
下 划 线 处 为 引物 序列 ， 核 苷 酸 序列 总 长 604 bp ， 除 引物 外 共 187 个 氨基 酸 残 基 。 
The underlined sequences represent primers; the cloned sequence consists of 604 bp and there 
are 187 amino acid residued while primer sequences are exclusive. 
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Locusta migratoria 1  DLGTTYSCVGVEQHGKVEIIANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQV AMNPSNTIFD 60 
Bombyx mori 10 uL ee dua e dE reda uS RU Rem ag T N..... 69 
Manduca sexta 10 ne Airaa E ea o HbAHOUHE ER aod CER ihe d Deo mi V aa N... 69 
Artemia franciscana IU Sul er ah a ve EQ ated e a dao y ACA NE seit 69 
Trichoplusia ni PREE ROME pdt oq pu b s YES wr que ana urge Ns 71 
Chironomus yoshimatsui ll ee Tissue 70 
Drosophila melanogaster lO Ce TQ.. 69 
Cotesia rubecula LO on dm en EO en RM enn prs done op aos e INDE Due ser aene | — 69 
Chironomus tentans 107 ictu pae teens TERME o AE ce gard Yo M ee Tis 69 
Ceratitis capitata LO oet roe a a a a sunu i ede | pP i 69 
Anopheles albimanus Br deutet nadie d tees DD T..V.. 67 
Anopheles gambiae 25 Jug. desde Diocese DM Seu uris N..... 84 
Locusta migratoria 61 AKRLIGRRFDDQAVQSDMKHWPFKV INDSGKPKIQVQYKGETKTFFPEEVSSMVLTKMKE 120 
Bombyx mori TO aa K E. AT.. A... E. VS. G..... KA sd D RISE ERU. 129 
Manduca sexta TO reins KEAT A eue E. VS. G. .... Ke -———— Pr 129 
Artemia franciscana TO meses B. AT... D..S.G.... V..EF...K. Ns I.V.... 129 
Trichoplusia ni T2: 2v wes: K. E AT. .A....... E. VS. G..... KA us Dr US 131 
Chironomus yosbimatsui Tl ....... K seas e uh E..SAE....... M..DAN.... ye 130 
Drosophila melanogaster TO ....... KA uei xS E. VSAD..... E. T..D.K....... I. veu 129 
Cotesia rubecula TOD Re PTA sss BigogÀR eo nme Ly ss V.... 129 
Chironomus tentans TO serseri K Ple E..SNE....... M..D.A.N..... DET 129 
Ceratitis capitata TO. ziv K ..AN.........s. E.VSAD..... S. S.D. K....... Dive ren 129 
Anopheles albimanus 68 ....... Koe PRIA: Lee TM Coo R.EF...R. As Iosue 127 
Anopheles gambiae BD ius K«cAT SN uoo DG bs Eb. ZSKE SI inset il 144 
Locusta migratoria 121 TAEAYLGKNYSNAVITVPAYFNDSQRQATKDAGAIAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLDKKV 180 
Bombyx mori 130 .... TQ odas ti ER UE Lewes TSSl Eua ue er uev x dor - 188 
Manduca sexta 130 es TQ iie REIR eE TE ds da 3 eR a - 188 
Artemia franciscana 130 se SP e nu ee UR E T 189 
Trichoplusia ni 132: nas TQ en EUR 本 - 190 
Chironomus yoshbimatsui 131 ........ 下 S178 sy ux RE ES RR A 190 
Drosophila melanogaster 130 ........ d Tus suot Trede dt c ps A 189 
Cotesia rubecula 130... ETT DR eo etate E LI:S.Ml oM oSv IUE T 189 
Chironomus tentans 130. ss TT xr Ene sa a ST Oo rdi a PES A 189 
Ceratitis capitata 128 ....... [i pP 生 | ERR N LEA NL 187 
Anopheles albimanus 128 E QS, Ks rosa i ao Ae Mi cA Loss. NL 187 
Anopheles gambiae 145 ........ SINK OENE Ar EAN - 203 
图 3 飞 蝗 热 体 克 和 蛋白 70 基因 cDNA 片段 氨基 酸 序列 与 其 他 昆虫 相关 序列 的 同 源 性 分 析 

Fig.3 Homologous analysis of cloned cDNA amino acid sequence of HSP70 in Locusta migratoria 
. 代表 与 飞 蝗 热 休克 蛋白 70 对 应 位 置 相 同 的 氨基 酸 。 

- Indicates an amino acid identity compared to the sequence in Locusta migratoria . 

11 个 物种 的 HSP70 在 GenBank 中 的 登录 号 (GenBank accession numbers of Hsp70 in 11 species): Bombyx 
mori: BABO2074; Manduca sexta: Q9U639; Artemia franciscana: AAL27404; Trichoplusia ni: 
AAB06239; Chironomus yoshimatsui: AAN14526; Drosophila melanogaster; AAL89931; Cotesia rubecula : 
AAN73310; Chironomus tentans: AAN14525; Ceratitis capitata; AAC23392; Anopheles albimanus : 
P41825; Anopheles gambiae: XP 315042, 

86.0% 84.9% 和 82.5%。 同 源 性 分 析 结 果 表 明 ， 我 们 用 专 一 性 引物 对 海南 、 河 北 、 辽 宁 3 个 种 

我 们 获得 的 604 bp 的 核 苷 酸 序列 编码 飞 星 HSP70 和 群 进行 了 扩 增 。3 条 HSP70 的 cDNA 片段 长 度 分 别 

部 分 氨基 酸 序列 。 


X 598, 604 和 599 bp; 3 个 片段 的 相似 性 为 
98.75 % ,主要 的 变异 是 河北 种 群 cDNA 片段 的 $537 


2.3 种 群 间 比较 
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hainan GATCTGGGAACCACGTACTCCTGTGTTGGAGTATTCCAGC 40 
hebei GATCTGGGAACCACGTACTCCTGTGTTGGAGTATTCCAGC 40 
liaoning GATCTGGGAACCACGTACTCCTGTGTTGGAGTATTCCAGC 40 
hainan ACGGGAAAGT GAAATCATCGCCAATGATCAAGGAAATCG 80 
hebei ACGGGAAAGT GAAATCATCGCCAATGATCAAGGAAATCG 80 
liaoning ACGGGAAAGT GAAATCATCGCCAATGATCAAGGAAATCG 80 
hainan TAC ACACCCAGTTATGTCGCATTTACAGATACAGAGCGA 120 
hebei TAC ACACCCAGTTATGTCGCATTTACAGATACAGAGCGA 120 
liaoning TAC ACACCCAGTTATGTCGCATTTACAGATACAGAGCGA 120 
hainan CTTATTGGCGATGCTGCCAAAAATCAGGTGGCCATGAACC 160 
hebei CTTATTGGCGATGCTGCCAAAAATCAGGTGGCCATGAACC 160 
liaoning CTTATTGGCGATGCTGCCAAAAATCAGGTGGCCATGAACC 160 
hainan CAAGTAACACTATTTTTGATGCAAAGCGTCTTATTGGGCG 200 
hebei CAAGTAACACTATTTTTGATGCAAAGCGTCTTATTGGGCG 200 
liaoning CAAGTAACACTATTTTTGATGCAAAGCGTCTTATTGGGCG 200 
hainan CCGTTTCGACGACCAGGCTGTACAAAGTGATATGAAGCAT 240 
hebei CCGTTTCGACGACCAGGCTGTACAAAGTGATATGAAGCAT 240 
liaoning CCGTTTCGACGACCAGGCTGTACAAAGTGATATGAAGCAT 240 
hainan TGGCCTTTCAAAGTTATAAATGATAGTGGCAA CCAAAGA 280 
hebei TGGCCTTTCAAAGTTATAAATGATAGTGGCAA CCAAAGA 280 
liaoning TGGCCTTTCAAAGTTATAAATGATAGTGGCAA CCAAAGA 280 
hainan TTCAGGTTCAGTACAAAGGAGAAACAAAAACCTTCTTCCC 320 
hebei TTCAGGTTCAGTACAAAGGAGAAACAAAAACCTTCTTCCC 320 
liaoning TTCAGGTTCAGTACAAAGGAGAAACAAAAACCTTCTTCCC 320 
hainan TGAGGAGGTTAGCTCAATGGTTCTAACAAAAATGAAAGAA 360 
hebei TGAGGAGGTTAGCTCAATGGTTCTAACAAAAATGAAAGAA 360 
liaoning TGAGGAGGTTAGCTCAATGGTTCTAACAAAAATGAAAGAA 360 
hainan ACGGCAGAGGCATACCTTGGAAAGAATGTCAGTAATGCCG 400 
hebei ACGGCAGAGGCATACCTTGGAAAGAATGTCAGTAATGCCG 400 
liaoning ACGGCAGAGGCATACCTTGGAAAGAATGTCAGTAATGCCG 400 
hainan TGATCACAGTTCCTGCCTACTTCAATGATTCGCAAAGACA 440 
hebei TGATCACAGTTCCTGCCTACTTCAATGATTCGCAAAGACA 440 
liaoning TGATCACAGTTCCTGCCTACTTCAATGATTCGCAAAGACA 440 
hainan AGCCACCAAAGACGCCGGAGCCATTGCTGGTCTCAATGTG 480 
hebei AGCCACCAAAGACGCCGGAGCCATTGCTGGTCTCAATGTG 480 
liaoning AGCCACCAAAGACGCCGGAGCCATTGCTGGTCTCAATGTG 480 
hainan CTGCGTATTATTAATGAACCTACAGCAGCTGCAATTGCCT 520 
hebei CTGCGTATTATTAATGAACCTACAGCAGCTGCAATTGCCT 520 
liaoning CTGCGTATTATTAATGAACCTACAGCAGCTGCAATTGCCT 520 
hainan ATGGTCTCGATAAlRÉAAB GGTCAIGGTGAAAGAAA 554 
hebei ATGGTCTCGATAAÉBMAAZB GGTCARNMGGTGAAAGAAA 560 
liaoning ATGGTCTCGATAAMAAn RSR GGTCANMGGTGAAAGAAA 555 
hainan TGTCCTTATTTTTGATTTGGGTGGTGGCACCTTTGACGTC 594 
hebei TGTCCTTATTTTTGATTTGGGTGGTGGCACCTTTGACGTC 600 
liaoning TGTCCTTATTTTTGATTTGGGTGGTGGCACCTTTGACGTC 595 
hainan TCC 597 
hebei TCC 603 
liaoning TCC 598 


图 4 飞 蝗 海南 、 河 北 和 辽宁 3 个 种 群 之 间 热 休克 蛋白 70 基因 cDNA 片段 核 昔 酸 序 列 
相似 性 比较 
Fig.4 Nucleotide sequence comparison of HSP70 between Hainan ，Hebei and Liaoning 
populations of Locusta migratoria 
.代表 与 飞 蝗 热 休克 蛋白 70 GERE DEBERET DRECEEBR ERA 
- Indicates an nucleotide identity compared to the sequence in Locusta migratoria . 








354 动物 学 研究 
































24 d$ 





一 542 位 点 处 ， 比 其 他 两 个 种 群 多 出 6 个 碱 基 (图 
4)。 


3 i it 


迄今 已 克隆 到 热 休克 和 蛋白 基因 的 昆虫 有 20 € 
种 ， 但 大 多 都 是 部 分 序列 。 席 列 分 析 可 以 看 出 ， 热 
休克 和 蛋白 在 昆虫 中 是 相当 保守 的 ， 同 源 性 在 
80.0% 以 上 。 其 中 ， 飞 星 热 休克 和 蛋白 序列 与 鳞 翅 目 


的 更 相似 一 些 , 与 3 种 蛾 类 的 同 源 性 都 达到 
87.0%。 


在 长 期 的 进化 过 程 中 ， 飞 蝗 种 群 的 抗 寒 性 已 经 
出 现 了 地 理 差 异 (Jing & Kang, 2003); 然而 从 海 
南 、 河 北 和 辽宁 采集 的 3 个 种 群 ， 其 HSP70 cDNA 
片段 的 相似 性 高 达 98.75% ， 除 个 别 位 点 外 ， 几 乎 
没有 什么 变异 。 这 表明 飞 蝗 种 群 间 抗 寒 性 的 差异 可 
能 并 不 是 HSP70 的 序列 变异 引起 的 。 果 蝇 的 低温 
带 种 群 较为 耐寒 ， 低 温带 种 群 诱导 的 热 休 克 和 蛋白 基 
因 表 达 的 阔 温 度 明 显 低 于 热 温 带 种 群 (Goto & 
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Kimura, 1998; Sorensen et al, 2001), mu KIJE 
种 群 (海南 和 辽宁 ) 的 抗 寒 性 已 出 现 差异 (Jing & 
Kang，2003)， 并 且 其 不 同 地 理 种 群 (和 硕 、 哈 蜜 、 
北大 港 ) HSP70 蛋白 的 表达 与 耐寒 性 存在 负 相 关 关 
系 (Li et al，2000)。 由 此 推测 ， 飞 蝗 种 群 间 抗 寒 
性 的 差异 很 可 能 与 HSP70 的 诱导 表达 有 关 。 

目前 ， 关 于 热 休 克 和 蛋白 在 自然 条 件 下 的 表达 情 
况 的 研究 报道 还 很 少 (Nakano & Iwama, 2002). 
在 本 研究 中 ， 我 们 通过 RT-PCR 方法 获得 了 604 bp 
的 热 休 克 蛋 白 基 因 cDNA 片段 。 为 进一步 研究 热 休 
克 和 蛋白 在 不 同 温度 胁迫 下 的 表达 情况 ， 及 最 终 阐 明 
热 休 克 和 蛋白 70 在 飞 蝗 抗 寒 性 及 其 遗传 分 化 中 的 作 
用 提供 了 有 力 的 工具 。 
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